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RESUMO
Introducfo: A crescente resisténcia bacteriana aos antibidticos convencionais ¢ um
problema de saude publica, em razdo das taxas elevadas de resisténcia dos
microrganismos. Esse cenario reforca a necessidade de novas fontes de agentes
antimicrobianos. As peconhas de serpentes do género Bothrops sdo misturas complexas
de moléculas bioativas, incluindo enzimas como fosfolipases A2 (PLA:z) com potencial
atividade terapéutica. Essas enzimas destacam-se por sua acdo sobre fosfolipidios de
membranas celulares e por apresentar atividade bioldgica relevante, incluindo potencial
antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas. Materiais e Métodos:
A peconha bruta de B. alternatus foi submetida a fracionamento cromatografico
sequencial (troca i0nica, exclusdo molecular e interagdo hidrofébica) para purificacio de
fosfolipases. As fracdes foram analisadas quanto ao perfil proteico por SDS-PAGE,
atividade fosfolipasica em gel de agarose emulsificado com gema de ovo e efeito
antibacteriano frente a cepas padrao de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, por método de disco-difusdo. Resultados: O fracionamento da
peconha de B. alternatus resultou na obtengdo de uma fosfolipase com massa molecular
aproximada de 17 KDa e aproveitamento de 70% na ultima etapa cromatografica. A
fosfolipase isolada manteve atividade enzimdtica, mas ndo apresentou atividade
antibacteriana contra as cepas testadas. Entretanto, foi possivel identificar na fracdo A5SB2
a presenca de toxinas com potencial antibacteriano contra S. aureus. Conclusdo: Os
métodos aplicados nesse trabalho foram eficientes para isolar da peconha de B. alternatus
uma fosfolipase com acgdo enzimatica preservada. Embora a enzima isolada nao tenha
apresentado atividade antibacteriana, observou-se potencial antimicrobiano em fracoes
intermediarias da peconha, o que indica a possivel participagdo de outras proteinas ou a
acdo sinérgica entre diferentes componentes. Esses resultados refor¢am a relevancia do
estudo e apontam para a necessidade de investigacdes adicionais voltadas a caracterizagao

estrutural e a avaliagdo terapé€utica das toxinas ofidicas.

Palavras-chave: Serpentes; Urutu; Peconha ofidica; Proteinas bioativas; Resisténcia

bacteriana.



ABSTRACT
Introduction: The increasing bacterial resistance to conventional antibiotics is a public
health concern due to the high resistance rates of microorganisms. This scenario
highlights the need for new sources of antimicrobial agents. Snake venoms from the genus
Bothrops are complex mixtures of bioactive molecules, including enzymes such as
phospholipases Az (PLA2) with potential therapeutic activity. These enzymes stand out
for their action on membrane phospholipids and for their relevant biological activity,
including antimicrobial potential against Gram-positive and Gram-negative bacteria.
Materials and Methods: Crude venom from B. alternatus was subjected to sequential
chromatographic fractionation (ion exchange, molecular exclusion, and hydrophobic
interaction) for the purification of phospholipases. The fractions were analyzed for
protein profile by SDS-PAGE, phospholipase activity in agarose gel emulsified with egg
yolk, and antibacterial effect against reference strains of Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa, using disk diffusion method. Results:
Fractionation of B. alternatus venom yielded a phospholipase with an approximate
molecular mass of 17 kDa and 70% recovery in the final chromatographic step. The
isolated phospholipase retained enzymatic activity but did not show antibacterial activity
against the tested strains. However, antibacterial potential against S. aureus was identified
in fraction A5SB2. Conclusion: The methods applied in this study were effective in
isolating from B. alternatus venom a phospholipase with preserved enzymatic activity.
Although the isolated enzyme did not display antibacterial activity, antimicrobial
potential was observed in intermediate fractions of the venom, suggesting the possible
involvement of other proteins or synergistic action between different components. These
findings reinforce the relevance of this research and indicate the need for further
investigations focused on the structural characterization and therapeutic evaluation of

snake venom toxins.

Keywords: Snakes; Urutu; Snake venom; Bioactive proteins; Bacterial resistance.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antibidticos convencionais constitui um dos maiores
desafios da satde publica mundial. A resisténcia antimicrobiana (RAM) ¢ considerada
uma das principais ameacas globais a satde e ao desenvolvimento, sendo responsavel por
impactos significativos na morbidade, mortalidade e nos custos hospitalares. Estima-se
que a RAM bacteriana tenha sido diretamente responsavel por 1,27 milhdo de mortes em
todo o mundo em 2019 e tenha contribuido para 4,95 milhdes de mortes, evidenciando a
gravidade do problema (WHO, 2023; Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022).

Entre os microrganismos de maior impacto clinico destacam-se as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, frequentemente
envolvidos em infecgdes hospitalares e comunitarias e apresentando taxas alarmantes de
resisténcia. O Relatério do sistema global de vigilancia de resisténcia e uso de
antimicrobianos (GLASS) de 2022 relatou que, em 76 paises, 42% das cepas de E. coli
apresentaram resisténcia a antibidticos atuais, enquanto 35% das cepas de S. aureus
apresentaram resisténcia similar. P. aeruginosa, especialmente em Unidades de Terapia
Intensiva, estd associada a pneumonias ventilatorias, infecgdes de corrente sanguinea e
surtos hospitalares, sendo capaz de desenvolver resisténcia rapidamente a diversos
antimicrobianos, 0 que torna o manejo terapéutico complexo e aumenta o risco de
mortalidade (Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022; Silva et al., 2021; WHO,
2023)

A resisténcia observada nesses patogenos estd intimamente relacionada a estrutura
de suas paredes celulares: S. aureus ¢ uma bactéria Gram-positiva, ou seja, possui uma
parede espessa de peptidoglicano que atua como barreira protetora contra agentes
externos. Ja as bactérias Gram-negativas, como E. coli e P. aeruginosa, tém parede celular
mais fina, mas envolvida por uma membrana externa rica em lipopolissacarideos que
dificulta a penetragdo de antibioticos (Alterthum; Réacz, 2015; Mayer et al., 2019; Salton,
1953).

Considerando a crescente resisténcia bacteriana aos antibioticos convencionais, a
busca por novas fontes de agentes antimicrobianos ¢ de extrema importancia. O mundo
enfrenta uma crise no desenvolvimento de novos antibidticos, j& que a introdugdo de
moléculas eficazes ndo acompanha a velocidade com que surgem bactérias resistentes, o

que evidencia a urgéncia em explorar novas estratégias terapéuticas (Antimicrobial
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Resistance Collaborators, 2022; WHO, 2023). Um numero crescente de infec¢des esta se
tornando mais dificil de tratar, pois os antibioticos tradicionalmente empregados perdem
eficacia, fendmeno frequentemente associado ao uso moderado e irregular desses
medicamentos (Jernigan et al., 2020). Nesse contexto, os produtos naturais despontam
como alternativas promissoras. Eles oferecem vantagens relevantes no processo de
descoberta e desenvolvimento de farmacos, como a ampla diversidade estrutural e
funcional de seus constituintes, muitas vezes superior a de cole¢des sintéticas (Strohl,
2000).

Entre esses produtos, um exemplo classico do aproveitamento de substancias
naturais na medicina ¢ o Captopril®, desenvolvido em 1975 e utilizado até hoje no
tratamento de hipertensdo. Originado a partir de um peptideo derivado da peconha da
serpente Bothrops jararaca, o Captopril® foi o primeiro medicamento derivado de
peconhas de serpentes a chegar ao mercado farmacéutico e a ser incorporado a pratica
clinica. E, hoje, representa um marco no uso de toxinas como modelos para o
desenvolvimento de novas terapias (Valario, 2024).

Desde entio, as peconhas ofidicas t€ém sido investigadas como fontes promissoras
de biomoléculas com potencial terapéutico. Entre os compostos bioativos presentes,
destacam-se metaloproteases (SVMPs), serinoproteases (SVSPs), fosfolipases Az (PLA2)
e L-aminoacido oxidases (LAAOs), desintegrina, lectinas do tipo-C e peptideos; todos
associados a diferentes efeitos biologicos, como citotoxicidade, miotoxicidade e
modulacdo de processos fisiologicos. Dentre essas proteinas, as PLA: tém recebido
atencao especial por sua capacidade de atuar contra linhagens bacterianas Gram-positivas
e Gram-negativas (Chippaux et al., 1991; Corréa et al., 2016; Samy et al., 2014; Santos
et al., 2023; Tasoulis et al., 2017). A agdo das PLA: envolve a hidrélise de fosfolipidios
das membranas celulares, liberando 4cidos graxos e lisofosfatideos, o que compromete a
integridade da membrana e desencadeia efeitos citotoxicos, permitindo sua aplicacao
como agentes antibacterianos (Costa et al., 2008; Arni; Ward, 1996; Moura-da-Silva et
al., 1991; Corréa et al., 2016).

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo a purifica¢do das toxinas da
peconha de Bothrops alternatus e a avaliacdo de seu potencial antimicrobiano frente a
bactérias de importancia clinica. A serpente B. alternatus, popularmente conhecida como
Urutu-Cruzeiro, apresenta destaque devido a sua ampla distribuicdo geografica e a
complexidade da composi¢do proteica de sua pegonha (Campbell & Lamar, 1989; Rocha

& Furtado, 2005). SVMPs, SVSPs, PLA: e LAAOs sdo abundantes na peconha e
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desencadeiam efeitos bioldgicos variados e relevantes para a prospec¢ao de novos agentes

terapéuticos (Ohler et al., 2010).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Identificar, isolar e caracterizar toxinas ofidicas com atividade antibacteriana.
2.2 Objetivos Especificos

1. Identificar e purificar enzimas fosfolipases A> presentes na peconha da serpente
B. alternatus.
2. Caracterizar as fosfolipases Az isoladas quanto a sua atividade enzimadtica e

potencial antibacteriano.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Purificacdo de PLA:s de B. alternatus

Neste trabalho, utilizou-se a fragdo A5 obtida através da pegonha bruta cristalizada
de B. alternatus (574 mg), proveniente do Serpentario de Batatais/SP (lote 2009),
gentilmente cedida por Funagoshi. A pegonha bruta , foi solubilizada em tampao
bicarbonato de amonio (AMBIC 0,05 M, pH 7,8), centrifugada a 10.000 x g por 10
minutos, e o sobrenadante resultante aplicado em coluna de cromatografia de troca i6nica
(DEAE-Sephacel) (Funagoshi 2024).

O fracionamento inicial da peconha bruta resultou na obtencdo das fragdes Al—
A6 (Fig. 1) (Funagoshi 2024). A fracdo A5 apresentou maior relevancia devido a sua
composicdo proteica e perfil enzimdtico. Esta foi submetida a uma nova etapa
cromatografica visando refinar a separag¢do das proteinas de acordo com seus tamanhos
moleculares aparentes. Para isso, cerca de 146 mg da fracdo A5 foram aplicados em
cromatografia de exclusdo molecular em matriz Sephadex G-75 (2,0 x 100 cm). O
processo foi conduzido em temperatura ambiente, com elui¢do em tampao AMBIC (0,05
M, pH 7,8) a fluxo constante de 20 mL/h e coleta de fragdes de 3 mL. As amostras obtidas
foram analisadas quanto a composicdo proteica e as atividades enzimatica e

antibacteriana, sendo que a fragdo de interesse foi selecionada para nova etapa
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cromatografica de refinamento. As fragdes foram analisadas quanto a absorbancia (Abs)

em UV (280 nm).

AS (112-151)

!—;1

3+ A2(34-71)

2 4 Al(3-34)

i—J—\

A3 (72-96)

—L—

Abs 280 nm
-
v

A4(97-111)

A6 (152-200)

f—J—\

1 7 13 19 25 31 37 43 49 55 61 67 73 79 85 91 97 103 109 115 121 127 133 139 145 151 15?163169 175 181 187 193 199

Fracdes

Figura 1 — Fracionamento da peconha de B. alternatus em cromatografia de troca ionica. A pegonha
bruta de B. alternatus (574 mg) foi aplicada em cromatografia de troca iénica (DEAE-Sephacel), eluida em
gradiente crescente de AMBIC (0,05 M — 1 M), a um fluxo de 20mL/hora e foram coletadas fracdes de 3
mL. As fragdes foram analisadas quanto a absorbancia (Abs) em UV (280 nm), reunidas em 6 picos
principais, denominados como A1l a A6. Fonte: Funagoshi (2024).

Na sequéncia, com o objetivo de separar seus constituintes com base nas
interacdes hidrofobicas entre as proteinas presentes e a fase estaciondria, a amostra
contendo PLA»s com acdo enzimatica e potencial antimicrobiano foi submetida a
cromatografia de interacdo hidrofobica utilizando coluna pré-empacotada Phenyl HP (1
mL) acoplada a um sistema de cromatografia liquida de rapida performance (FPLC —
AKTA Purifier). A elui¢do ocorreu em gradiente decrescente de NaCl (4,0-0 M) diluido
em tampao Tris-HCI (0,01 M, pH 8,5), sob fluxo de 0,5 mL/min, com coleta de fracdes
de 1 mL, conforme protocolo previamente descrito por Dias e col. (2018), com
modificacdes. As fragdes foram analisadas quanto a absorbancia (Abs) em UV (280 nm).

As etapas cromatograficas foram analisadas considerando a quantidade de
proteina aplicada em cada coluna e a quantidade recuperada da proteina alvo. O
percentual de aproveitamento foi calculado pela seguinte relacao: Aproveitamento (%) =

(quantidade de proteina alvo recuperada + quantidade de proteina aplicada) % 100.
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3.2 Caracterizacao Bioquimica e Funcional
3.2.1 Determinac¢ao da Concentrac¢io Proteica

A concentragdo de proteinas nas amostras coletadas durante as etapas
cromatograficas foi determinada por meio da absorbancia no ultravioleta (A = 280 nm),
explorando a absor¢do caracteristica dos residuos aromaticos presentes nas proteinas
(Layne, 1957). As analises foram conduzidas utilizando um espectrofotdmetro BioSpec-
Mini (Shimadzu Biotech), disponivel no Laboratério de Biofisica da Universidade
Federal de Uberlandia. O tampao usado nas cromatografias serviu como branco para

corre¢ao do fundo espectral.

3.2.2 Identificacdo da Massa Molecular das Proteinas

A estimativa da massa molecular das toxinas isoladas foi realizada por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida com concentracdo de 12-14% (SDS-PAGE)
(LAEMMLLI, 1970), sob condi¢des desnaturantes, em ensaios com e sem agente redutor
(B-mercaptoetanol). Para a determinagdo da massa molecular das toxinas, utilizou-se um
marcador de massa molecular composto por fosforilase b (97 kDa), albumina bovina (66
kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa)
e a-lactoalbumina (14,4 kDa). Os géis foram corados com corante azul de Coomassie
para visualiza¢do das bandas proteicas. A massa molecular das toxinas foi estimada por

comparagao da migracdo relativa das bandas das amostras com as do marcador.

3.2.3 Ensaio de Atividade Fosfolipasica

As amostras resultantes das etapas cromatograficas foram submetidas a um ensaio
de atividade fosfolipasica em gel de agarose emulsificado com gema de ovo de galinha,
conforme descrito em Dias e col. (2018), com modificagdes. A preparacdo do gel
envolveu a utilizacao de uma solugao de agarose a 1% em tampao fosfato de sodio (PBS),
enriquecida com cloreto de calcio (CaClz), gema de ovo (20 mL) e azida sodica a 0,005%.
Essa mistura foi vertida em uma placa de vidro com moldes para a formagao de 20 pogos
destinados a aplicacdo das amostras. Cada pogo recebeu 50 pL de amostra com
concentragdo padronizada de proteina (1 pg/uL). Apos a solidificagao do gel, as amostras
foram aplicadas nos pogos, incubadas a temperatura ambiente e monitoradas nos periodos

de 24 e 48 horas. A formacao de halos translticidos ao redor dos pocos foi usada para
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identificacao da atividade fosfolipdsica das amostras testadas. Controles negativo (PBS)

e positivo (pegonha bruta) foram utilizados para a comparagdo dos resultados.

3.2.4 Atividade Antibacteriana

A anélise da atividade antibacteriana foi realizada em triplicata, fragdes da toxina
pura e fragdes contendo as proteinas isoladas dessa toxina foram utilizadas para o teste
de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA), também conhecido como antibiograma,
utilizando a técnica de disco difusdo.

Previamente foram cultivadas amostras de S. aureus cepa ATCC (American Type
Culture Collection) 25923, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 9027 em Agar
Trispticase Soja, a 37°C, por 24 horas, para obten¢do de colonias isoladas. Um indculo
na escala 0,5 de McFarland (equivalendo a 10® Unidade Formadora de Colonia/mL) de
cada microrganismo foi preparado em solucdo salina a 0,85% estéril.

Com auxilio de um swab estéril, cada in6culo dos microrganismos foi cultivado
em placas contendo Agar Muller-Hinton, em seguida discos estéreis de 6mm de didmetro
foram embebidos na solu¢ao de toxina e dispostos equidistantes sob a placa. A incubagao
ocorreu a 35° por 18 horas. A interpretacdo de atividade antimicrobiana foi observada
pela formacao de um halo ao redor dos discos, indicando que ocorreu a inibicdo do
crescimento do microrganismo (CLSI, 2020). Foram utilizados como controles positivos,

discos de oxacilina (30ug), e Cefatazidima (30png) e H>O como controle negativo.

4. RESULTADOS
4.1 Purificacao de PLA2s de B. alternatus

A cromatografia da fragdo A5 resultou em 3 subfracdes principais, denominadas

A5B1 a A5B3 (Figura 2).
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Figura 2 — Refinamento da fracdo AS em cromatografia de exclusdo molecular.

A fragdo A5 (146 mg) foi aplicada em cromatografia de exclusdo molecular (Sephadex-G75), eluida em
AMBIC (0,05 M), aum fluxo de 20mL/hora e foram coletadas fragdes de 3 mL. As fragdes foram analisadas
quanto a absorbancia (Abs) em UV (280 nm), reunidas em 3 sbfragdes principais, denominados como A5B1
(12-27), A5B2 (28-45), ASB3 (46-84).

A andlise do perfil de absorbancia, monitorado em 280 nm da subfragdo A5B2
(2mg) submetida a cromatografia de interagdo hidrofobica em coluna Phenyl HP permitiu
a identificacdo de diferentes subfragdes, denominadas ASB2C1, A5SB2C2 ¢ A5B2C3
(Figura 3).
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Figura 3 — Purificacio de PLA: da peconha de B. alternatus em cromatografia de interacio
hidrofébica.

A fragdo A5B2 (2 mg) foi aplicada em cromatografia de interagdo hidrofobica (Phenyl HP), eluida em
gradiente decrescente de NaCl (4 M — 0 M) diluido em Tris HC1 (0,01 M, pH 8,5), a um fluxo de 0,5 mL/min
e foram coletadas fragdes de 1mL. As fragdes foram analisadas quanto a absorbancia (Abs) em UV (280
nm), reunidas em 3 subfra¢des principais, denominados como A5SB2C1 (1-2); A5B2C2 (11-13); ASB2C3
(20-22).

Ao final das trés etapas cromatograficas (DEAE-Sephacel, Sephadex G-75 e
Phenyl HP) foi possivel obter cerca de 1,4 mg de proteina isolada, o que corresponde a

um rendimento proteico de 70% na ultima etapa cromatografica.

Etapa Quantidade aplicada | Quantidade da | Aproveitamento
Cromatografica (mg) proteina alvo (mg) (%)
DEAE-Sephacel 574 (PB) 213,1 (AS) 37,13
Sephadex G-75 160 (AS) 93,66 (A5B2) 58,54
Phenyl HP 2 (A5B2) 1,4 (ASB2C3) 70
Tabela 1 — Relac¢do entre valor das amostras aplicado e aproveitamento em cada etapa
cromatografica.

A tabela apresenta a quantidade de amostra aplicada em cada etapa cromatografica (PB, A5, A5B2) ¢ a
quantidade de proteina alvo obtida (A5, ASB2, A5SB2C3), juntamente com o seu respectivo percentual de
aproveitamento.

4.2. Caracterizacao bioquimica e funcional

A andlise das fracdes obtidas da cromatografia de exclusdo molecular permitiu
identificar a presenga de proteinas de diferentes massas moleculares (Fig. 4). Nas fracoes
A5BI1 e A5B3, ndo foi possivel visualizar com clareza a formag¢do de bandas que
caracterizassem um perfil eletroforético definido. Em contrapartida, a fragdo ASB2

apresentou multiplas bandas entre 14,4 e 30 kDa, indicando a presenca de diversas
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proteinas de médio e baixo peso molecular. A comparagao entre os perfis obtidos com e
sem agente redutor ndo evidenciou alteragdes significativas na migragao dessas proteinas.

Das subfragdes de ASB2 foi possivel isolar uma proteina de massa molecular
estimada em aproximadamente 17,2 kDa, com migracao similar na presenca ou auséncia

do agente redutor (Fig. 5).

PM __A5B1__ AS5B2 __A5B3__
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Figura 4 — Gel de eletroforese SDS-PAGE a 12% sob condicdes redutores e nio redutoras, do perfil
proteico de amostras resultantes do fracionamento da fracio AS da peconha de B. alternatus.

Linha 1: Padrdo de massa molecular contendo fosforilase b (97 kDa), albumina bovina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e o-lactoalbumina
(14,4 kDa). Linhas 2-3: Subfragdo A5B1, sem e com agente redutor (B-mercaptoetanol), respectivamente.
Linhas 4-5: Subfragdo A5B2 (tubos 28-39), sem e com agente redutor. Linhas 6—7: Subfracdo A5SB2 (tubos
40-45), sem e com agente redutor. Linhas 8-9: Subfragdo A5B3, sem e com agente redutor. Cada subfragao
foi aplicada na quantidade de 50 ug.
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Figura 5 — Gel de eletroforese SDS-PAGE a 14% sob condi¢des redutores e nio redutoras, do perfil
proteico de amostras resultantes do fracionamento das fracdes ASB2 da peconha de B. alternatus.
Linha 1: Padrdo de massa molecular contendo fosforilase b (97 kDa), albumina bovina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e o-lactoalbumina
(14,4 kDa). Linhas 2: Subfragdo A5B2C1, sem agente redutor (B-mercaptoetanol). Linhas 3—4: Subfragéo
A5B2C2 sem e com agente redutor respectivamente. Linhas 5-6: Subfracdo ASB2C3 sem e com agente
redutor. Cada subfracédo foi aplicada na quantidade de 50 ug.

Em relagdo a atividade fosfolipasica, a pegonha bruta e as fragdes A5, A5B2 e
AS5B2C3 apresentaram halos transltiicidos evidentes, confirmando atividade fosfolipasica,
em contraste com o controle negativo (PBS), no qual ndo houve formagao de halo (dados
nao mostrados).

A peconha bruta e as fragdes com atividade fosfolipdsica também foram
analisadas quanto ao potencial antibacteriano contra E. coli, P. aeruginosa e S. aureus
(Fig. 6). Dentre as amostras testadas apenas a subfracdo A5B2 demonstrou agdo
antimicrobiana, exclusivamente, frente a cepa de S. aureus, evidenciada pela formagao
de halo de inibi¢do do crescimento. No entanto, a fosfolipase purificada (A5SB2C3) ndo
demonstrou atividade antibacteriana detectavel frente as cepas testadas, uma vez que nao
foi observada formacao de halo de inibicdo ao redor dos discos impregnados com a
amostra. Nenhuma das amostras testadas, tampouco a pegonha bruta apresentou atividade
detectavel contra as cepas E. coli ou P. aeruginosa, comparado com o controle (H20). Por

outro lado, os discos contendo os antibidticos de referéncia utilizados como controle
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positivo, ceftazidima para E. coli e P. aeruginosa, e oxacilina para S. aureus, apresentaram

halos evidentes, confirmando a viabilidade do ensaio (Fig. 6).

Figura 6 — Avaliacio da atividade antibacteriana. Foram testadas as cepas Escherichia coli ATCC 25922
(esquerda), Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (centro) e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (direita),
cultivadas em meio Agar Miiller-Hinton. Os discos de papel foram embebidos com as amostras de pegonha
bruta de B. alternatus (PB), fragdes A5, A5B2, fosfolipase purificada (A5SB2C3), antibidticos de referéncia
(controle®) e H,O (controle’), incubados a 35 °C por 18 horas.

5. DISCUSSAO

Em trés etapas cromatograficas obteve-se a purificagdo de uma enzima
fosfolipasica com massa molecular aproximada de 17 KDa, com aproveitamento de 70%
na ultima cromatografia. O perfil bioquimico dessa toxina ¢ compativel com a BaltPLA.,
previamente isolada e caracterizada por Dias e colaboradores (2018 e 2023). Além disso,
foi identificada uma fragdo proteica com atividade antibacteriana contra S. aureus,
evidenciando o potencial da peconha como fonte de moléculas com agdo antimicrobiana.

A purificagdo da toxina foi realizada em trés etapas cromatograficas (troca
anidnica, exclusdo molecular e interacao hidrofobica), com aproveitamento de 70% na
ultima cromatografia. Esse valor se mostrou superior ao relatado por Dias e col. (2018)
na purificagdo da BaltPLA.. Essa toxina foi isolada com duas etapas cromatograficas,

semelhantes aquelas utilizadas em nosso trabalho (troca anidnica e interagdo hidrofobica),
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mas a ultima cromatografia apresentou rendimento de apenas 2,5% em relagdo ao valor
aplicado na coluna (60 mg), resultando em 1,5 mg de BaltPLA.. Comparando com nossos
resultados, acreditamos que a utilizacdo de uma coluna pré-empacotada em um sistema
automatizado de cromatografia liquida pode ter contribuido para a eficiéncia do processo
cromatografico, aumentando o rendimento final e a recuperacao da proteina purificada,
apesar da insercao de uma etapa adicional.

Com relacdo ao perfil de migracdo eletroforética, a toxina isolada apresentou
massa molecular estimada de 17 kDa, tanto na presenca quanto na auséncia de agente
redutor. Além disso, manteve atividade fosfolipasica caracteristica, confirmando a
preservagao de sua fungdo enzimatica apos o processo de purificagdo. Esses resultados
sdo compativeis com os descritos para a BaltPLA: por Dias e col. (2018), reforcando a
similaridade entre a proteina isolada e aquela previamente caracterizada. Essa faixa de
massa molecular € tipica das fosfolipases Az de pegonhas de serpentes, enzimas de baixo
peso molecular que geralmente apresentam estrutura estavel (Schaloske; Dennis, 2006).

Mesmo com atividade enzimadtica preservada, a toxina isolada ndo apresentou
efeito antibacteriano. No entanto, a fracdo AS5B2, que deu origem a fosfolipase,
demonstrou atividade antimicrobiana contra S. aureus. Esse resultado sugere que a
atividade antimicrobiana verificada na fracdo intermediaria pode estar associada a
presenca de outros componentes da pegonha ou depende de um fator sinérgico entre a
enzima isolada e outros componentes. Evidéncias semelhantes foram descritas por
Bustillo e col. (2015), que demonstraram um efeito sinérgico entre uma PLA: isolada ndo
toxica e uma metaloprotease hemorragica de B. alternatus. Ja Stabeli (2004) identificou
atividade bactericida contra S. aureus e E. coli em uma LAAO isolada da peconha de B.
alternatus.

Embora a fosfolipase isolada neste estudo ndo tenha apresentado atividade
antibacteriana contra as cepas testadas, ¢ importante ressaltar que seu potencial
antimicrobiano ndo pode ser descartado. A toxina pode apresentar especificidade quanto
a determinados microrganismos e/ou efeitos sinérgicos com outros componentes da
peconha também podem influenciar sua atividade bioldgica. Diversos estudos relatam
efeitos antimicrobianos de toxinas presentes em peconhas de serpentes, incluindo
fosfolipases A:> e L-aminodcido oxidases (PLA> e LAAOs), evidenciando que
determinados componentes ofidicos podem exercer atividade seletiva contra

microrganismos patogénicos (Stabeli, 2004; Corréa, 2016; Samy, 2014).
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Portanto, a caracterizacao da fosfolipase isolada e da fragdo antibacteriana requer
analises complementares, incluindo testes contra um espectro mais amplo de patogenos,
avaliagdo de mecanismos de agdo e ensaios de sinergia entre diferentes componentes da
peconha. Mesmo que a toxina isolada nao tenha apresentado atividade antibacteriana, o
efeito evidenciado em fracdes intermedidrias refor¢a a relevancia da investigagdo do
potencial antimicrobiano de diferentes componentes da peconha. Esses achados
contribuem para ampliar o conhecimento sobre o repertdrio bioativo da pegonha de B.
alternatus e fornecem subsidios para estudos futuros voltados a caracterizagao molecular
das toxinas envolvidas, a elucidagdo de mecanismos de sinergismo e a exploragdo de

possiveis aplicagdes terapéuticas dessas moléculas.

6. CONCLUSAO

Os métodos de purificagdo aplicados neste estudo permitiram isolar, com grau de
pureza e rendimento proteico consideraveis, uma enzima fosfolipasica da pegonha de B.
alternatus. Apesar da manutengdo da atividade enzimatica, a proteina isolada ndo
apresentou efeito antibacteriano. Em contrapartida, a fragao intermediaria ASB2 exibiu
atividade contra S. aureus, sugerindo que o potencial antimicrobiano esteja relacionado a
outros componentes da pegonha ou a uma possivel acdo sinérgica com a fosfolipase
purificada. Mais estudos sdo necessarios para caracterizar o potencial antimicrobiano de
componentes da pegonha de B. alternatus, bem como identificar qual toxina foi
responsavel pelo efeito ou se ele decorreu de sinergia entre diferentes componentes.
Entretanto, nossos resultados destacam a relevancia do estudo de toxinas ofidicas e
fornecem bases para futuras pesquisas. Nosso estudo confirma a capacidade de obtengao
de uma proteina isolada a partir da peconha bruta e contribui para a compreensao do
potencial biologico dessas toxinas e aplicagdio em estudos farmacologicos e

antimicrobianos.
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